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【研究目的】超好熱始原菌 Thermococcus kodakarensis の生育温度は 60℃から 100℃と他の好熱
性アーキアよりも幅広い。T. kodakarensis は 2 つの基本転写因子 Transcription factor B(TFB)と 1
つの TATA-binding protein(TBP)を有しており、これら TFB と TBP の組み合わせにより多様な遺
伝子の転写が調節されていると考えられる。特に TFB1(TK1280)は生育温度の上昇に伴い、その
発現量が増えることから、高温下での遺伝子発現に関与していると考えられている。一方、
TFB2(TK2287)のオルソログは Thermococcus 属のほか、好熱菌や常温性メタン菌、好塩菌にわた
るまで生育温度に関わらず広く保存されている。このことから遺伝子発現の温度依存性は 2 つ
の TFB に支配されていることが予見される。そこで、それぞれの TFB 破壊株を作製し、主に高
温ストレス下での 2 つの TFB の役割について調べた。また、T. kodakaraensis には類縁菌である
Pyrococcus 属にはない多くのオルソログが存在し、そのいくつかは低温ストレス下で特異的に
誘導される。これら低温誘導型遺伝子は低温ストレス下での適応に重要な役割を果たすと考え
られている。T. kodakarensis の低温誘導型 RNA ヘリカーゼ(TK0306)では SD 配列から開始コド
ンまでに存在するアデニンに富む領域が制御領域であるが、アデニンに富む領域が、他の低温
誘導型遺伝子の誘導に関与しているかは不明である。そこで、低温誘導型遺伝子の制御領域を
精査し、低温誘導の一般的機構の解明を目指した。本研究では、T. kodakarensis の高温誘導型遺
伝子、または低温誘導型遺伝子の温度センシング機構の解明を最終目標としている。 
 
【実験方法】①T. kodakarensis の二つの  TFB の役割	 TFB の系統解析や温度依存的な遺伝子
転写量解析の結果から、2つのTFBは熱安定性が異なると考えられた。そこでまず、TFB1、TFB2、
及び TBP をそれぞれ大腸菌より組換えタンパク質として発現•精製し、構造の変化を円二色性分
散計で調べた。また TFB1、及び TFB2 の破壊株を構築し、トランスクリプトーム解析を行った。
高温環境下で TFB1 破壊株の鞭毛遺伝子の転写量が減少していることから、この菌株では高温で
鞭毛の形成が抑制されると予想し、電子顕微鏡で鞭毛の有無を調べた。また、鞭毛遺伝子オペ
ロン(flaB1-B5)の発現における 2 つの TFB の関与を調べるために、耐熱性カタラーゼをレポータ
ーとする実験系を用いて flaB1 遺伝子のプロモーター活性を詳細に解析した。 
②T. kodakarensis の低温誘導機構	 T. kodakarensis の 60℃（低温）で高発現する低温誘導型遺
伝子をマイクロアレイ解析でスクリーニングし、低温誘導性の高いものから 23 個の遺伝子の低
温誘導性を qRT-PCR で確認した。このうち低温誘導性が確認された遺伝子群の SD 配列から開
始コドンまでの推定制御領域を比較した。低温誘導性のシャペロニン遺伝子 cpkA（TK0678）に
も SD 配列から開始コドンまでにアデニンとチミンの連続配列(AAT と TTAA)が存在する。そこ
で、この領域に着目し、レポーターアッセイにより詳細に解析した。cpkA の開始コドンまでに
存在する推定制御領域をそれぞれグアニンの連続配列に置換し、cpkA の低温誘導性に与える影
響をレポーター遺伝子の発現をモニターすることで調べた。 
 
【実験結果と考察】①T. kodakarensis の二つの  TFB の役割	 熱安定性評価を行ったところ、
TBP は 100℃でも安定に構造を保っていたが、TFB1 と TFB2 は共に 72℃付近で大きく構造が変
化し変性した。これらの分子は超好熱性アーキアのタンパク質にしては熱安定性が低い。細胞
内では TFB1 と TFB2 は RNA ポリメラーゼとして複合体を形成し、安定化していると推察され
る。次に、鞭毛遺伝子 flaB1 における温度依存的な TFB の依存性を検証した結果、60℃では、
宿主の違いによる flaB1 のプロモーター活性に変化はなかった。一方、85℃では TFB1 破壊株で
のみ flaB1 のプロモーター活性が減少した。つまり TFB1 は 85℃以上で flaB1 遺伝子発現に優先
的に関わると考えられた。これらの結果は TFB1 破壊株が 85℃以上の温度環境で鞭毛形成率が
低下することと一致する。T.kodakarensis では複数の TFB により、温度変化に応じた転写環境の
維持を実現していると推察される。 
②T. kodakarensis の低温誘導機構	 低温誘導性の高いものから 23 個の遺伝子の低温誘導性を
qRT-PCR で確認した結果、このうち 19 遺伝子で低温誘導が確認され、これら遺伝子群の制御領
域を比較したところ、RNA ヘリカーゼ(TK0306)と同様に、SD 配列から開始コドンまでの間にア
デニンまたはチミンが連続した配列が 19 遺伝子全てに存在した。超好熱性アーキアでは連続す
るチミンの配列は、転写終結領域(ターミネーター)として機能することが報告されている。
TK0306 遺伝子を用いた解析では SD 配列から開始コドンまでの間に存在する連続したアデニン
またはチミンの配列(AAAA など)は mRNA と鋳型 DNA のハイブリッドを形成する場となり、温
度が高くなると mRNA と DNA のハイブリッドが不安定になり、遊離することでターミネータ
ーとして機能するが、低い温度では合成された mRNA は DNA から遊離せず、転写終結が起こ
らないと考えられた。cpkA の開始コドンまでに存在する AAT をグアニンの連続配列(GGG)に置
換したところ、低温誘導性が消失した。このことから、cpkA の低温誘導には SD 配列から開始
コドンまでの間に存在する制御配列が重要であることが明らかとなった。以上の結果より、T. 
kodakarensis の TK0306 で見出された低温誘導機構は他の低温誘導型遺伝子でも一般的な機構
である可能性が示された。 
